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de ratén no infectado. Carril: 3, control negativo ADN de caballo no
infectado. Carril: 4, control de reactivos. Carril 5-12; muestras de caballos
del matadero San Vicente. Carril: 13-17; muestras de caballos del
matadero de Rio Frio. Todos los animales son originarios del Estado de
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muestras de ADN de 2 aislados del parasito obtenidos de cerdo. PM de
100 pb. Carril 1, control positivo LM T. spiralis de porcino; Carril 2, ADN de
raton no infectado control negativo; Carril 3, control negativo, ADN de
caballo no infectado; Carril 4, control de reactivos; Carril 5-7: musculo de
caballos procedentes del Edo. de San Luis Potosi; Carril 8-19: musculo de
caballos del Edo. de Veracruz; Carril 20, sangre de caballo originario de
San Luis Potosi; Carril 21 y 22 sangre de caballos traidos del Estado de
Veracruz; Carril 23 y 24, LM de dos aislados de T. spiralis de cerdo 1976 y
2000 respectivamente. En las 20 muestras (carril 5-24) previamente
determinadas como positivas se observan los productos de amplificacion
de 600 y 800 pb, que pertenece a las secuencia del fragmento de 1.6 Kb

de T. spiralis, asi como en el control positivo (carril 1). Gel de agarosa al

Figura 17. Producto de amplificacion obtenido por PCR multiplex empleando los
iniciadores oTsr 1 y 4 en mezcla (carriles 1y 2) 6 por separado (carriles 3
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ADNr de la cepa de referencia de T. spiralis porcina. La intensidad de los
productos amplificados en cada ensayo muestras las diferencias entre
ambos de manera cualitativa. La electroforesis se realizé con 5 pL de los
productos de PCR en gel de agarosa al 2%........cccoooeeeeeeiiiiiiee, 49
Figura 18. Analisis de las muestras de ADN de caballo positivos a T. spiralis (con
la secuencia pPRA) y aislados de T. spiralis de cerdo mediante PCR

usando los iniciadores oTsr 1y 4 (oligos | en Tabla 3). En todas las
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muestras se observa un amplificado de 173 pb, que corresponden al SE-V
del ADNr de T. spiralis. PM de 100 pb. Carril 1, control positivo de LM de
T. spiralis porcina; Carril 2, control negativo ADN raton no infectado; Carril
3, control negativo, ADN de caballo no infectado; Carril 4 control de
reactivos; Carril 5, 6 y 7: caballos del Edo. de San Luis Potosi; Carril 8-19:
caballos del Edo. de Veracruz; Carril 20, sangre de caballo procedente del
Estado de San Luis Potosi; Carril 21 y 22: sangre de caballos de Veracruz;
Carril 23 y 24 LM de asilados de cerdo 1976 y 2000 de Zacatecas. Gel de
AQAr0SA Al 290 e e 50
Figura 19. Productos de amplificacion del SE-V del ADNr de T. spirais. En todas
las muestras se observa un fragmento de 290 pb, que no presentan
diferencias de peso molecular. Marcadores de peso molecular (PM) 100
pb; Carril 1, control positivo LM T. spiralis porcino; Carril 2, control
negativo raton sin infectar; Carril 3, control negativo de caballo; Carril 4,
control de reactivos; Carril 5, 6 y 7: caballos del Edo. de San Luis Potosi;
Carril 8-19: caballos del Edo. de Veracruz; Carril 20, sangre de caballo
procedente del Estado de San Luis Potosi; Carril 21 y 22, sangre de
caballos del Estado de Veracruz; Carril 23 y 24 LM de asilados de cerdo
1976 y 2000 de Zacatecas. Gel de agarosa al 2%. ........cccovveeeveveieeeiennnnn. 51
Figura 20. Analisis de SSCP de los amplificados del SE-V del ADNr de T. spiralis.
PM de 50 y 100 pb; Carril 1, control positivo de LM T. spiralis; Carril 2-4,
muestras de caballos procedentes del Estado de San Luis Potosi; Carril 5-
16, muestras de caballos del Edo de Veracruz; Carril 17, muestra positiva
en sangre de caballo del Edo de San Luis; Carril 18 y 19, muestras
positivas en sangre del Edo. de Veracruz; Carril 20 y 21 LM de T. spiralis,
obtenidas de cerdo en 1976 y 2000 respectivamente, ambas procedentes
de Zacatecas. En el control positivo se observa un patrén de seis bandas
con un peso entre 150 y 450 pb, algunas de éstas no estan presentes en
todas las muestras, ademas de la presencia de otras bandas que se

encuentran entre los 1200 y 1300 pb. Esto indica que existe una variacion
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en la secuencia del SE-V de la subunidad mayor de ADNr del parasito.

Gel de poliacrilamida al 7.5%, tincion de plata. ..........cccoooeeeeiiiiiiiiiiennn. 53
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Glosario

Agente infeccioso: Son los microorganismos que producen enfermedades en el
individuo. La infeccion consiste en la entrada y desarrollo o multiplicacion de un
agente infeccioso en el hospedero. Infeccion no es equivalente a enfermedad,
algunas infecciones no producen enfermedad clinica.

Alelo: Formas alternativas de un gen en un mismo locus.

Antigenicidad: Es la accion de un antigeno (molécula) que induce la formacion de
anticuerpos.

Brote: Se refiere a la aparicion de un numero poco comun de casos de una
enfermedad o infeccion en un tiempo limitado y en una poblacion claramente
identificable.

Caso: Individuo identificado con la enfermedad o condicion de interés que se
definié en una investigacion clinica.

Cepa (Raza): Grupo de descendientes que se originan de un ancestro comun vy
conservan las caracteristicas genéticas basicas y biolégicas del mismo grupo.
Mientras el parasito no sea estudiado con criterio morfolégico, bioldgico,
bioquimico, genético, inmunolégico y epidemioldgico se considera aislado. El
parasito estudiado y caracterizado mediante diversas técnicas se considera
entonces una cepa o raza clasificada conforma a normas internacionales
especiales para cada parasito.

Epidemiologia: Ciencia que estudia la frecuencia, distribucion y determinantes de
salud y de la enfermedad en las poblaciones.

Especificidad: Es la proporcion de individuos realmente sanas que son
clasificadas como tales con la prueba de deteccion.

Gen: Unidad funcional y fisica de la herencia. Segmentos especificos de ADN
incluyendo exones, intrones y secuencias de control de la trascripcidon necesarias
para la produccion de RNA o proteinas funcionales.

Helmintos: Gusanos multicelulares con tejidos y 6rganos.

Hospedero o Huésped: Es el tercer eslabon en la cadena de infeccion, se define

como la persona o animal que proporciona un lugar adecuado para que un agente
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infeccioso crezca y se multiplique en condiciones naturales. El punto de entrada
en el hospedero varia segun los agentes y puede estar en piel, mucosa o los
aparatos digestivo y respiratorio.

Homocigoto: Es un individuo en el cual los dos genes para un caracter dado son
idénticos.

Heterocigoto: Es un individuo en el cual lo dos genes para un caracter dado son
diferentes.

Incidencia: Numero de casos nuevos de una enfermedad, evento o condicion de
interés en una poblacién especifica y en un periodo determinado.

Infectividad: Es la capacidad del agente para invadir y producir infeccion en el
huésped.

Locus: Es el lugar especifico de un gen en un cromosoma

Loci: Plural de locus

Matadero: Establecimiento donde se mata y prepara el ganado para el abasto
publico.

Meiosis: En eucariontes, un tipo especial de division celular que tiene lugar
durante la maduracion de las células germinativas (gametos).

Nematodo: Gusano cilindrico no segmentado, con cavidad celémica, simetria
bilateral y tubo digestivo completo.

Prevalencia: Numero de casos existentes de una enfermedad o condicion de
interés en una poblacién definida y tiempo establecido.

Patogenicidad: Es la capacidad de agente para producir enfermedad, se mide por
la relacion entre el numero de personas que desarrollan la enfermedad clinica y el
numero de personas expuestas a la infeccion.

Polimorfismo: La presencia de variacion formas (de un rasgo o de un gen en una
poblacidn; la proporcién de loci génicos polimdrficos en una poblacion.

Protozoo: Ser unicelular capaz de replicarse en el huésped.

Portador: Es un individuo infectado que no tiene manifestaciones de enfermedad,
transmite el organismo silenciosamente, pero no es necesario para que el agente
sobreviva. El portado es un Foco importante de infeccion. El Foco de infeccion es

el individuo u objeto a partir del cual el agente pasa al hospedero, huésped u
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hospedador.

Reservorio: Es el habitat natural de un agente infeccioso y puede ser el hombre,
los animales u otras fuentes ambientales. Es necesario para que el agente
sobreviva.

Sensibilidad: Es la proporcion de individuos realmente enfermos del conjunto de
la poblacion sometida a la deteccion sistémica, que son clasificados como
enfermos mediante la prueba en cuestion.

Zoonosis: Enfermedades infecciosas comunes al hombre y a los animales. Las
zoonosis directas pueden perpetuarse en un hospedero.

Virulencia: Propiedad de un agente patdégeno infectante de provocar un cuadro
morboso en un hospedero determinado. Mide la gravedad de la infeccidon y puede

variar desde muy baja hasta muy alta.
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Resumen

La Triquinelosis es una enfermedad parasitaira ocasionada por nematodos del
género Trichinella, que afecta a mas de 150 especies de animales incluyendo al
humano. Se transmite principalmente por el consumo de carne infectada de cerdo
cruda o mal cocida; aunque, también el caballo puede transmitir la infeccidon. El
mecanismo de transmision de esta parasitosis al caballo no se conoce. La
triquinelosis es una zoonosis emergente o reemergente en varias regiones del
mundo y esta considerado un problema de salud publica por afectar a 11 millones de
personas a nivel mundial. La clasificacion taxondmica del parasito es complicada
debido a que todas las especies presentan diferencias morfoldégicas menores,
ademas, la existencia de variabilidad bioldgica y genética en los aislados de
Trichinella obtenidos de distintas regiones geograficas y hospederos, dificulta su
identificaccion. Sin embargo, se han identificado a la fecha ocho especies y tres
genotipos. En México, solo se ha reportado la presencia de T. spiralis. La presencia
de variabilidad genética en aislados de diferentes animales, incluyendo caballos,
colectados de diferentes regiones de México ha sido sugerida a partir de estudios en
los que se amplific6 por PCR una secuencia altamente repetida presente en el
genoma de T. spiralis, denominada pPRA. Actualmente, secuencias conservadas,
como las de los genes ribosomales, se emplean como marcadores genéticos y
permiten determinar con mayor exactitud la variabilidad genética en los aislados del
parasito. Considerando lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar la
variabilidad genética en la secuencia SE-V del ADN ribosomal de la subunidad
grande (IsDNAr) de aislados de T. spiralis obtenidos de caballos de distintas regiones
de México. Para ello, se obtuvieron 200 muestras de carne de caballo obtenidas de
los mataderos San Vicente y Rio Frio del Edo. de México, México, a donde llegan
caballos de diferentes regiones del pais. La presencia del parasito se analizd por el
método de digestion artificial y por PCR simple usando los iniciadores pPRA, asi
como por un ensayo de PCR multiplex, que permite la identificacion tanto de la

presencia del parasito como de la especie de que se trata. En el estudio se
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incluyeron 15 muestras de musculo y 3 de sangre de caballos, previamente
determinadas como positivas para T. spiralis, ademas de dos aislados de cerdo.
Tanto por el método digestion artificial como por el PCR multiplex, no se detecto la
presencia del parasito en las muestras de caballo colectadas en este estudio. Sin
embargo, al analizar el material genético por PCR empleando los iniciadores pPRA
se amplificaron los productos esperados de 600 y 800 pb en 22 y 11% de las
muestras de los mataderos San Vicente y Rio Frio, respectivamente, indicando la
presencia de T. spiralis. Las muestras positivas incluidas en el trabajo, se
confirmaron como positivas. Las muestras positivas por PCR con los oligos pPRA se
analizaron con los iniciadores oTsr1 y oTsr4 que amplifican el SE-V del IsDNAr de T.
spiralis, obteniéndose el producto de amplificacién especifico de 173 pb. Con otro
juego de iniciadores (0Tsr 3 y 4) se procedié a amplificar una region mas amplia del
SE-V del IsADNr del parasito, los productos obtenidos se purificaron y se emplearon
para analizar el polimorfismo de la secuencia mediante el ensayo de SSCP no
radiactivo. Para el analisis del polimorfismo sélo se consideraron las bandas
claramente definidas y consistentes tomando como referencia el control porcino
positivo. De esta forma, se observé un perfil de 17 bandas unicas, 14 de éstas fueron
polimorficas y 3 monomorficas, con una variabilidad de loci del 82%. El presente
trabajo aporta evidencias de la variabilidad genética en la secuencia del SE-V del
ISADNr de T. spiralis, en poblaciones del parasito presentes en caballos con diferente
distribucidn geografica. De manera interesante, en este estudio también se observé
polimorfismo en la secuencia SE-V de aislados del parasito provenientes de diferente
hospedero (cerdo). Con la finalidad de determinar los cambios que se presentan en
la secuencia del SE-V de las muestras que mostraron polimorfismo por SSCP, éstas

se mandaron secuenciar.
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Abstract

Trichinellosis is a parasitic disease caused by the nematode Trichinella, its affects
more than 150 animal species including man. It's transmitted mainly by the ingestion
of raw or bad cooked infected pork meat; although, the horses can also transmit the
infection. The mode of transmission of this parasitosis in herbivores and the parasite
genetic diversity are under intensive investigation. Trichinellosis is an emergent or re-
emergent zoonosis, in several regions of the world and it's considered a public health
problem because affects to 11 million people around worldwide. Taxonomic
classification of the parasite is complicated because all species of Trichinella have
little morphological differences, besides the identification of Trichinella isolates is
difficult because of the biological variability and genetic polymorphism observed in
isolates from different geographic origins and host. Up to now, eight species and
three genotypes have been identified. In Mexico, only it has been reported the
presence of T. spiralis. The presence of genetic variability in isolates obtained from
different infected animals, including horses, collected from different regions of Mexico
has been suggested from studies where a high repeated sequence was amplified by
PCR in the genome of T. spiralis called pPRA, has shown differences in the products
obtained. Nowadays, conserved sequences, like the ribosomal gens (DNAr), are used
like genetic markers and allow to determinate whit more precision the genetic
variability in the isolates from the parasite. Therefore, the aim of this study was to
determine the genetic variability in the SE-V sequence of the IsDNAr of T. spiralis
isolates obtained from horses of different regions in Mexico. For it, 200 horse meat
samples were collected from the slaughterhouses of San Vicente and Rio Frio, both
in the State of Mexico, Mexico, where there are horses from different regions of
Mexico. The presence of the parasite by artificial digestion test and both by a simple
PCR using the pPRA oligonucleotides and by a PCR multiplex assay that identifies
both domestic and wild Trichinella species. In the study were included, 15 muscles
samples and three blood’s horses as well as pig samples previously determined as

positive for T. spiralis. By artificial digestion and PCR multiplex assay, was not
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detected the presence of the parasite in the horses samples of the study. However,
by PCR assay using the primers pPRA, the expected products of 600 and 800 pb
were amplified in 22 and 11% of the samples from San Vicente and Rio Frio
slaughterhouses, respectively, indicating the presence of T. spiralis in these samples.
The positive samples included in the study were confirmed like positives. When
positive samples were analyzed by PCR using a set of primers (oTsr 1 and oTsr 4)
that amplify the SE-V of the ISDNAr of T. spiralis, the expected amplification product
of 173 pb was obtained, confirming they were positive for T. spiralis. These positive
samples were used to amplify the SE-V of the ISDNAr of T. spiralis but now using the
oligonucleotides oTsr 3 and 4. The amplification products were purified and their
polymorphism was determined by means of the non-radioactive SSCP assay. For the
analysis, only consistent defined bands were considered, taking as reference the
positive pig sample. A profile of 17 unique bands was observed, of these, 14 bands
were polymorphic and 3 monomorphic, with a loci variability of 82%. The present
study contributes to the knowledge of the genetic variability in the SE-V sequence of
the ISDNAr of T. spiralis, in parasite populations present in horses with different
geographic distribution. It is worth mention that polymorphism in SE-V sequence was
also observed when horses and pig samples were compared. In order to define the
changes the account for the polymorphism observed in the SE-V, we are currently

sequencing these samples.
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Introduccion

Muchas enfermedades nuevas, emergentes o reemergentes que afectan al
ser humano son causadas por microorganismos patogenos presentes en los
animales o en los productos de origen animal. Existe una gran variedad de animales
domésticos o salvajes, susceptibles de ser reservorios de patégenos como virus,
bacterias o parasitos (Meslin y col., 2000). La incidencia de las parasitosis causadas
por protozoos y helmintos es muy alta a nivel mundial, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) estima que existen mil millones de personas, es decir, una sexta parte
de la poblacion mundial afectada por una o mas de esas enfermedades (OMS:
Ginebra, 2007), que han sido responsables de cuantiosas pérdidas de vidas
humanas a lo largo de la historia, y su impacto en la salud humana actual sigue
siendo considerable, a pesar de que en los ultimos veinte afios se han realizado
esfuerzos para controlar la prevalencia de las enfermedades parasitarias con
medidas tradicionales, como campanas higiénicas, sanitarias y tratamientos masivos
(UNAM, 2002; OMS: Ginebra, 2007). Dada la amplia distribucion de las especies
animales que pueden ser afectadas por parasitos, la aplicacion de medidas eficaces
de vigilancia, prevencién y control de las enfermedades zoondticas plantea grandes
dificultades, ya que la interaccion del agente-hospedero-ambiente son los que

determinan el proceso de salud-enfermedad.

Los grandes brotes de estas enfermedades no son infrecuentes, considerando
sobre todo que al principio no suele reconocerse la naturaleza zoondtica de la
enfermedad y que ésta pueda propagarse de forma inadvertida durante cierto tiempo
(Meslin y col., 2000). Una de las zoonosis de interés para los sistemas de salud
publica, emergente y/o reemergente en varias regiones del mundo es la
Triquinelosis, causada por nematodos del género Trichinella. Este género tiene una
amplia distribucion geografica y diversos hospederos, y a menudo los aislados

pueden presentar distintas caracteristicas bioldgicas. Por lo que el analisis de la
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diversidad genética de Trichinella es el punto central para entender los patrones de
transmision, la relacion huésped-parasito, las formas clinicas o estado natural de la
enfermedad y la construccion de la cadena epidemioldgica, con implicaciones

importantes para el desarrollo de estrategias de control.
Definicion

La Triquinelosis es una enfermedad parasitaria, ocasionada por nematodos
del género Trichinella (Cordero del Campillo y col., 1999). Es considerada una
zoonosis directa de distribucion mundial, es decir, que es cosmopolita afectando a
mas de 150 especies de animales carnivoros, omnivoros y herbivoros, incluyendo al
humano y se adquiere por el consumo de carne cruda o mal cocida de animales

infectados (Dupouy-Camet, 2000).
Agente etioldgico

El género Trichinella, esta formado por ocho especies reconocidas ubicadas a
nivel de especies, mientras que otras tres denominadas Trichinella T6, T8 y T9, estan
en un nivel taxondmico incierto (Tabla 1) (Murrell y col., 2000; Kapel, 2000; Pozio y
col., 2002).
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Tabla 1. Especie y genotipos de Trichinella identificados. Distribuciéon y animales que
afectan.
Formacién de
Especies célula nodriza Distribucion Hospedero
en musculo
- . Regiones templadas y tropicales, Carnivoros silvestres, omnivoros
T. spiralis Si .
cosmopolita cerdo, rata, caballo
. . Regién noérdica, Norte América, , .
T. nativa Si . Carnivoros silvestres
Norte de Europa y Asia
L . Zonas templadas Carnivoros silvestres, cerdo, rata,
T. britovi Si !
de Asia y Europa caballo
T. Nelson Si Zona ecuatorial de Africa Carnivoros
T. murrelli Si Norte América Carnivoros silvestres, caballo
o Europa, Australia, .
T. pseudospiralis No Norte América y Asia Mamiferos y aves
T. papuae No Nueva Guinea Cerdos
T. zimbabwensis No Africa Reptiles, mamiferos
Genotipos
T6 Si Sur de Canada, Norte América Carnivoros
T8 Si Africa subtropical Carnivoros
T9 Si Japon Carnivoros
Taxonomia

Trichinella pertenece al grupo de los nematodos intestinales de importancia

médica, su estadio adulto habita en el aparato digestivo del hospedero, ya sea

humano o animal y sus estadios larvarios se localizan en otras partes del cuerpo,

principalmente en musculo esquelético. Su clasificacion taxonémica segun Owen,

(1835) es:

Reino:
Phyllum:
Subclase:
Orden:

Superfamilia:

Familia:

Género:

Animalia

Nematoda

Adenophorea (Aphasmidea)
Enoplida

Trichuroidea

Trichinellidae

Trichinella
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Morfologia

Existen diferencias significativas en términos de las caracteristicas
morfolégicas documentadas en cada una de las especies del género Trichinella
como largo y ancho del cuerpo del parasito, largo del eséfago y del esticosoma,
distancia entre la vulva y el extremo anterior, largo del utero, del ovario, del testiculo
(en el caso del macho), largo y ancho de los apéndices copuladores, distancia del
primordio genital, largo del recto; aunque, las diferencias de mayor interés son la
capacidad de reproducirse y su capacidad antigénica (Pozio y col., 2002). Por lo que,
la descripcién morfoldgica se extiende a todo el género Trichinella. El cuerpo del
parasito es de forma cilindrica con la extremidad anterior mas delgada que la
posterior; presenta tres estadios, adulto (hembra y macho), larva recién nacida (LRN)

y larva muscular o larva infectante (LM) (Despommier y col., 1994).

Los adultos son gusanos pequefios y delgados de color blanco cremoso, el
macho mide 1.5 mm de largo por 0.05 mm de ancho, sus extremidades anterior y
posterior son muy delgadas (Figura 1). Se le identifican el cuerpo cuticular o cuticula
abierta, abertura oral, anillo nervioso, esticosomas, intestino medio, intestino
posterior y cloaca en la ultima porcidn, vesiculas seminales, ademas de dos pares de
papilas genitales, tiene solo un testiculo que produce espermatozoides no flagelados
con 2 a 3 cromosomas. Las células somaticas presentan 5 cromosomas (Ribicich y
col., 2005; 2005; De la Rosa y Gomez, 2004).
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cuticula

Anillo neural

Fluido interno

Esdfago

Esticocito

Glandula intestinal
Intestino medio

Testiculo

il mm

Wesicula seminal

Intestino grueso

Cloaca

Apéndice copulatorio — _'

Figura 1. Adulto macho de T. spiralis. Tomado de: http://www.trichinella.org

La hembra mide aproximadamente 3.5 mm de largo por 0.06 mm de ancho. El
extremo anterior termina en punta y el posterior es redondeado (Figura 2). La vulva
se abre en la parte anterior del cuerpo cerca del punto medio del esticosoma, en la
porcion ventral; la vagina se extiende en la parte posterior hasta el utero, que
contiene en su porcion anterior larvas y huevos; en la region posterior, detras del
utero y cerca de la abertura anal, se encuentra el ovario que produce 6vulos con 3
cromosomas. Las células somaticas de la hembra presentan 6 cromosomas (De

Haro y col., 1995; Lamonthe y Garcia, 1998; Despommier y col., 2005; De la Rosa y

Gomez, 2004).
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cuticula

Esdfago

Fluido interno

Esticocito

Anillo neural

Larva recién nacida

{LRN)
Larva desarrollada
Ermpbricnes
Utero
Ovario
Intesting medio
Racto
Figura 2. Adulto hembra de T. spiralis. Tomado de: http://www.trichinella.org

La hembra libera LRN que miden entre 80 y 120 um de largo por 5.6 um de
ancho, presentan un conjunto de células germinales, pero no 6rganos. Las LRN son
la fase de invasidén al musculo, se piensa que éstas poseen un estilete en la parte
anterior del esoéfago con el cual puede penetrar a las células musculares, ya que el
sitio de penetracion muestra rasgos de desorganizacién como si se tratara de un
proceso mecanico (Lloyd, 2000; De la Rosa y Gomez, 2004). Sin embargo, no se
descarta la posibilidad de que la penetracion de las LRN se realice por medio de

procesos enzimaticos.
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Las LM son la fase infectiva y al parecer éstas no presentan color (hialinas).
En el caso de las especies que desarrollan célula nodriza, las LM que se encuentran
enrolladas dentro de ésta miden 90 um, y se pueden alojar de una a cuatro larvas.
La célula nodriza mide entre 300 y 400 um de largo por 150 a 200 um de ancho
(Figura 3), en el interior de ésta, el parasito realiza movimientos lentos
anteroposteriores y su extremidad anterior oscila constantemente como explorando

el microambiente que lo rodea (Ribicich, 2005; Despommier y col., 2005).

Capsula de Colageno

Figura 3. Esquema de la célula nodriza en tejido muscular. Tomado de
http://www:trichinella.org/bio_nursecell.htm

Anatémicamente las LM presentan cuticula, anillo neural, intestino, primordio
genital y esofago, que esta rodeado por una estructura glandular en su extremo
posterior, llamada esticosoma (Figura 4). El esticosoma esta formado por un cordon
compacto de células dispuestas linealmente Illamadas esticocitos (45 a 55
esticocitos), que liberan los componentes de excrecidn/secrecion del parasito,
involucrados en la formacioén de la célula nodriza (Ribicich y col., 2005; 2005). Los
esticocitos son células discoides que tienen 5 tipos de granulos citoplasmicos y

presentan al menos 5 subtipos de granulos que se diferencian en forma y tamario,
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tipo de inclusion, antigenicidad y localizacion dentro del esticosoma, estos granulos
son; a0, a1, a2, By vy (De la Rosa y Gomez, 2004). Los alfa esticocitos secretan
polipéptidos mayores de 50 a 55 kDa y los beta un polipéptido de 48 kDa, estas
moléculas son altamente inmunogénicas, reconocidas por una gran variedad de

hospederos (De la Rosa y Gémez, 2004).

Clticula
Esdfago

Fluido interno

Alfa 1 Anillo neural

Alfa 2 Beta

Gama Alfa 0

Intestino medio Intestino grueso

Primordio
genital

Figura 4. Larva Muscular de T. spiralis, fase infectiva. Tomado de: http://www.trichinella.org
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Ciclo de vida

El hospedero definitivo adquiere la infeccion al comer carne cruda o mal
cocida contaminada con LM viables. Se estima que la ingesta de 70 larvas viables
produce la enfermedad clinica humana (Martinez-Pantaledn y col., 1986). En el caso
de las especies de Trichinella, cuyas LM se encuentran contenidas en la célula
nodriza, al ser ingeridas las LM son liberadas de ésta por accion de los jugos
digestivos, migrando hacia el intestino delgado proximal (yeyuno), donde se adhieren
a la mucosa de las vellosidades y comienzan a desarrollarse. En aproximadamente
24 horas post infeccion (p. i.) las larvas alcanzan la madurez sexual (adultos) y
copulan dentro de los pliegues de la mucosa entre los 2 o 3 dias p. i. El macho es
expulsado poco después de la cépula y la hembra permanece en el intestino hasta
por cinco semanas. Las hembras, enclavadas en la mucosa, liberan LRN, muchas de
las cuales se depositan en forma directa en los vasos quiliferos y linfaticos, para ser
transportadas por el torrente sanguineo hasta alcanzar el conducto toraxico, llegan a
la vena cava, corazon, pulmon y regresan al corazén en aproximadamente 3 a 5 dias
p. i. Se distribuyen en todo el organismo a través de la circulacion sistémica,
solamente invaden la musculatura estriada donde se transforma a LM e induce la
formacién de la célula nodriza alrededor de la quinta semana (Figura 5) (Quiroz,
1999).
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Larvas calcificadas en
musculo 6 mese/30 afios.

§

Se forma el complejo
célula nodriza-larva.

Ingestién de carne cruda o mal cocida de
animales infectados con LM de Trichinella.

fLarvas en mdusculo,

20-35 p.i.

Larvas recién nacidas,
penetran células de
musculo estriado

fase infectante. Dias

p.i.

Larvas recién nacidas
migran a través de la
circulacién. Dias 3-5

.-."-
<

En intestino maduran al
estado adulto. 24 h p.i.

Dario al SNC

Larvas se liberan de la célula nodriza en
el estbmago por los jugos gastricos.

Larvas migran al intestino
delgado. 8 h p.i.

Las hembras liberan
larvas recién nacidas al
torrente sanguineo y
linfa. Dias 3-5 p.i.

Figura 5. Ciclo de vida de Trichinella spiralis. Tomado de: Despommier y col., 2005.
Parasitic Diseases. 5'" Ed. Apple Tress Producciones, LLC. New York.
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Epidemiologia

El género Trichinella es responsable de numerosos brotes de triquinelosis
humana en varias partes del mundo y es considerada un problema de salud publica
por ser una zoonosis, y es competencia de atencion de los servicios de salud de una
nacion o pais, ademas las ciencias en salud publica deben estudiarla en el enfoque
multidisciplinario desde el proceso diagndstico y vigilancia epidemioldgica, asi como
evitar nuevos eventos epidémicos en las poblaciones humanas. Las evidencias
indican que afecta a 11 millones de personas en el mundo, principalmente por el
consumo de carne de cerdo infectada con el parasito (Dupouy-Camet, 2000;
Gajadhar y Gamble, 2000). Se han registrado brotes humanos en Europa, Asia,
Africa y América (Ortega-Pierres y col., 2000; William y col., 2001), ocasionados por
nuevas fuentes de infeccién de Trichinella como: carne de caballo, rata, perro y gato;
por el consumo de carne de animales de caza deportiva infectados como: jabalis,
zorros, ciervos y 0sos, permitiendo la coexistencia del ciclo de vida silvestre y

domeéstico del parasito (Dupouy-Camet, 2000; Garate y col., 1991) (Figura 6).

[] ENANIMALES

ENHUMANOS Y
AMNIMALES

Figura 6. Regiones donde se han reportado casos de Trichinella en humanos y
animales (Medline, 1965-1999, en Dupouy-Camet, 2000).
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La OMS y la Oficina Internacional de Epizootias (OIE), en la division de
sanidad animal, estipulan que la triquinelosis es una enfermedad de declaracion
obligatoria de la lista B, considerada como una de las enfermedades transmisibles
importantes desde el punto de vista socioeconémico y/o sanitario a nivel nacional y
cuyas repercusiones son considerables en el comercio internacional de animales y
productos de origen animal (OIE, 2006). En humanos resulta dificil evaluar la
prevalencia mundial de esta parasitosis, debido a que las larvas se alojan en los
musculos, requiriéndose para el diagnoéstico una biopsia que es un procedimiento
dificil de practicar en la poblacion en general. No obstante, pueden realizarse
examenes serologicos, aunque éstos presentan algunas desventajas como: difusion
de anticuerpos, los titulos disminuyen rapidamente aun cuando los pacientes alojan
al parasito y la presencia de reacciones cruzadas con otros nematodos (Dupouy-
Camet, 2000).

La Comision Internacional de Trichinellosis (ICT, International Commission on
Trichinellosis), en el periodo de 1995 a 1997, inform6é de mas de 10,000 casos
humanos y 18 decesos en todo el mundo (Dupouy-Camet, 2000), la mayoria de los
casos estan relacionados con el consumo de carne de cerdo y sus derivados
infectados con el parasito. En 1998, la OIE report6 mas de 10,000 porcinos
infectados. El cerdo adquiere la infeccidbn por comer carne de otros animales
infectados que se encuentran en los criaderos, cuando son mantenidos en malas
condiciones higiénicas o son criados de forma extensiva en praderas. De manera
importante, estos animales pueden también ingerir carne de ratas infectadas con el
parasito. Las ratas son uno de los principales hospederos del parasito y se infectan
por sus habitos de canibalismo, por lo que se mantiene y propaga la infeccion en la
naturaleza (Lloyd, 2000; Maroli y Pozio, 2000). Otros animales que mantienen la
infeccién son los perros y gatos, que han causado brotes humanos de triquinelosis

en Asia, donde se consume su carne comunmente (Takahashi y col., 2000).
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En paises como lItalia y Francia, la carne de caballo sigue siendo la principal

fuente de infeccidn de Trichinella en humanos, ya que de 1975 a 1998, se reportaron
3,300 casos en trece brotes (Ancelle, 1998; Pozio y col., 1999), por lo que el Consejo
de la Comunidad Europea (Consejo Directivo 94/59EEC) exigié que toda la carne de
caballo que se produce y comercializa en el mercado local o de importacién se
analice por digestion artificial, con un minimo de 10 g de los musculos maseteros,
lengua o diafragma. En areas donde se consumen grandes cantidades de esta carne
se deben analizar mas de 100 g de tejido (Gamble y col., 2000; Pozio y col., 2001).
El modo por el cual los caballos adquieren la infecciéon no es claro y mas aun cuando
estos animales son herbivoros. No obstante, se han propuesto algunas teorias sobre
las vias de infeccidn en caballos: (1) por la ingestion de insectos, que pueden ser
huéspedes paraténicos; (2) por alimentarse en praderas contaminadas con heces de
cerdos y animales salvajes que ingirieron carne infectada de otros animales (1 a 2
dias previamente); (3) por alimentarse con pasturas contaminadas con restos de
carne de roedores, cerdos y de otros animales carnivoros silvestres infectados con
Trichinella (Pozio y col., 1997; Ancelle y col., 1998; Pozio y col., 2001; Touratier,
2001).

De manera experimental se ha logrado reproducir la infeccién en caballos,
demostrando que son susceptibles a la infeccién con distintas especies del género
Trichinella (T. spiralis, T. nativa, T. nelsoni y T5); de las cuales T. spiralis fue la mas
infectiva. Se han utilizado 5, 10, 20, 50 y 70 mil LM para reproducir la infeccion, y
cabe mencionar que durante la infeccidon no se observaron signos clinicos aparentes
(Arriaga-Diaz y col., 1996; Pozio y col., 1997; Pozio y col., 1999). En infecciones
naturales, es probable que la triquinelosis pueda seguir otro curso debido a que los
animales generalmente estan bajo condiciones de estrés, factor que contribuye a la
inmunodepresion, favoreciendo el establecimiento de un mayor numero de larvas en

los musculos con respecto a las infecciones experimentales.
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En América, los paises donde se presenta con mayor frecuencia esta
enfermedad son Argentina, México, Uruguay, Chile y Bolivia. Cabe mencionar que en
estos paises, unicamente se ha informado de la presencia de T. spiralis. Aunque
existen estadisticas oficiales de la situacion zoosanitaria mundial de la triquinelosis
en la OIE (2006), las referentes a México sélo indican la presencia de la enfermedad
y no el numero de casos. A pesar de ello, en algunas zonas rurales de México se
estima una prevalencia de anticuerpos en mujeres del 2.36% y en hombres del
0.35% (Monrroy y col., 2000). Las cifras en caballos y cerdos son de 5% y 12%
respectivamente (Arriaga-Diaz y col., 1996). Esto indica que existe un subregistro en
el reporte de la enfermedad. En cuanto a los brotes ocurridos en México, solo
algunos de éstos se han documentado, como los casos humanos ocurridos por el
consumo de carne de cerdo infectada mal cocida en los Estados de Zacatecas,
Michoacan, Edo. de México, Durango, Jalisco, Querétaro, Guerrero, Guanajuato,
Colima, San Luis Potosi, Hidalgo, Chihuahua, Aguascalientes, Nuevo Ledn, Oaxaca,

Veracruz, Sonora y el Distrito Federal (Ortega-Pierres y col., 2000).

En el periodo de 1970 a 1990, se registraron ocho casos de triquinelosis en
nifios, segun el Instituto Nacional de Pediatria (INP) de la Secretaria de Salud en la
Ciudad de México y en 1992 se reportaron 4 casos en el Hospital Infantil de México,
Federico Gomez, ademas de 65 casos ocurridos en una oficina de gobierno en el
Distrito Federal (Alvarez-Chacén y col., 1992; Ortega-Pierres y col., 2000). Debido a
esto, la Direccién General de Epidemiologia (DGE) comenzé a reportar los casos al
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica (SINAVE) y en el periodo del 2001 al
2002, se declararon 26 casos (total) en los Estados de Baja California Norte, Baja
California Sur, Chiapas, Hidalgo, Jalisco, Sinaloa, Sonora y Tabasco (SINAVE,
2003). Existen otras areas endémicas que no reportan de manera oficial los casos de
triquinelosis humana, por lo que es importante llevar a cabo estudios epidemiolégicos
que determinen la situacion de la enfermedad con el fin de establecer medidas de

control en la transmision de esta parasitosis. La investigacion epidemiolégica
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constituye el propdsito fundamental para que un episodio nosoldgico no se vuelva a

repetir en la poblacion.

En América Latina y particularmente en México, la carne de caballo es usada
como alimento para animales domésticos. Sin embargo, se sabe que se utiliza para
la elaboracion de diferentes embutidos como: chorizo, longaniza, jamén y también
carne para hamburguesas (Almaraz y col., 1995). De tal manera, que el consumo de
este tipo de carne se ha incrementado en los ultimos anos, principalmente en el
abasto popular de bajo poder adquisitivo debido a su bajo costo (Almaraz y col.,
1995; Arriaga-Diaz y col., 1996; Ortega-Pierres y col., 2000). Se sabe que la mayor
parte de esta carne proviene de mataderos privados que no cuentan con la
infraestructura necesaria para realizar una inspeccién sanitaria detallada, ni con las
técnicas apropiadas para detectar la presencia de Trichinella, a excepciéon de los
mataderos denominados Tipo Inspeccion Federal (TIF) que sacrifican y exportan
carne de caballo a Japdn, Alemania y Francia (Yépez-Mulia y Ortega-Pierres, 1994;

Arriaga-Diaz y col., 1996).

En México, la carne de caballo no se considera como fuente de transmision de
la Trichinella al hombre. Sin embargo, Yépez-Mulia y Ortega-Pierres (1994) refieren
por primera vez la triquinelosis equina y la necesidad de contar con herramientas de
diagndstico en los mataderos que identifiquen caballos infectados, debido a que en
Francia, en 1994, se presentaron siete casos de triquinelosis humana que fueron
ocasionados por el consumo de carne de caballos procedentes de México. Es
probable que algunos de estos equinos presentaran cargas parasitarias bajas, que
no pudieron ser detectadas por los métodos de diagndstico utilizados en los

mataderos (Dupouy-Camet y col., 1994).

Es importante mencionar que en el Estado de México existen dos mataderos
que sacrifican mas de 38,000 caballos anualmente, solo para el abasto del D. F., y

en estudios realizados en un de estos, se identifico la presencia de T. spiralis (5-
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14%) en muestras de tejido muscular analizadas mediante la técnica Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR, Polimarase Chain Reaction), (Arriaga y col., 1995;
Viveros y col., 2001; Uribe y col., 2003). Aproximadamente, el 50% de esta carne se
destina para el consumo humano, lo que representa un riesgo potencial de infeccion
para la poblacion humana que consume este tipo de carne (Arriaga y col., 1995;
Uribe y col., 2003). Ademas, en muestras de diafragma de equinos de un rastro TIF,
analizadas también por PCR, se amplificé ADN del parasito en el 2% de la poblacién
estudiada (Viveros y col., 2001). Lo anterior indica que la infeccion en caballos es
frecuente y similar a lo reportado en algunos paises europeos, que es de 4 a 22%
(Pozio y col., 1997; Ancelle y col., 1998; Pozio y col., 1999; Murrell y Pozio, 2000;
Sofronic y col., 2000; Pozio, 2001).

El ADN ribosomal (ADNr) como marcador filogenético y de clasificacién

El Phyllum Nematoda esta representado por mas de 26 000 especies, la
mayoria de ellas son agentes patdgenos de importancia en veterinaria, medicina y
agricultura. No obstante, a menudo es dificil distinguir entre las especies de
nematodos debido a la falta de caracteristicas morfolégicas diferenciales para el
diagndstico, por lo que esta similitud no permite realizar estudios de evolucion. En
consecuencia, se han desarrollado marcadores genéticos a partir del genoma
mitocondrial y ribosomal de los nematodos, usados para identificaciones especie-

especificas (Chilton y col., 2003).

En la naturaleza, una de las secuencias mas conservadas del ADN es la
ribosomal, que se ha utilizado para realizar estudios de filogenética y evolucion. En la
clasificacion de organismos se han empleado la subunidad mayor del ADNr (ISADNr)
y la subunidad menor del ADNr (ssADNr) (Zarlenga y col., 1996). En los eucariontes,
la IsADNr comprende los genes 5.8S y 26/28S del ARNr, que contienen secuencias
centrales relativamente conservadas consideradas esenciales para el funcionamiento
del ribosoma. Dentro de la molécula de ISADNr existen 12 regiones altamente

variables, conocidas como dominios divergentes (D) o segmentos de expansion
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(SE). Al parecer, SE no altera la funcién del gen ribosomal, por lo que el polimorfismo
se ha mantenido dentro del ADNr. Aunque existe una variacion significativa en la
secuencia y tamano de los SE entre eucariontes altamente divergentes, la estructura
secundaria de algunos dominios se mantiene relativamente conservada, por lo que,
la variabilidad en las secuencias de los SE los hace utiles para realizar analisis de
evolucion en los organismos que divergen a lo largo del tiempo (Zarlenga y col.,
1991; Zarlenga y Dame, 1992; Zarlenga y col., 1996; Chilton y col., 2003).

Otras secuencias del ADNr que se han utilizado como marcadores genéticos
para analizar diferencias genéticas entre aislados de Trichinella, son los
espaciadores internos transcritos (ITS), que son una familia de genes muy
conservados (Kwon y col.,, 2001). El dominio SE-lll del IsADNr también se ha
utilizado como marcador molecular para analizar las diferencia genéticas en otros

parasitos nematodos (Chilton y col., 2003).

Klassen y colaboradores (1986) sugirieron que se puede seguir el curso
evolutivo de las cepas de T. spiralis analizando las secuencias repetidas del genoma,
que pueden ser identificadas y clonadas. Estas y algunas secuencias intergénicas,
como las del SE e ITS generalmente presentan mutaciones y es probable que estas
regiones o0 secuencias presenten variabilidad a nivel de especies o subespecies

(Zarlenga y Dame, 1992).
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Antecedentes

El género Trichinella esta formado por ocho especies y tres genotipos (Tabla
2), aunque no se tiene una clasificacion completa todavia. La clasificacion
taxonémica ha sido complicada, ya que las caracteristicas morfologicas analizadas
por microscopia electrénica, son menores en cada una de las especies analizadas
(Yao y col., 1997).

Tabla 2. Especies y genotipos de Trichinella.
Especies Genotipos
T. spiralis T6
T. nativa T8
T. britovi T
T. nelsoni
T. murrelli

T. pseudospiralis
T. papuae

T. zimbabwensis

Los principales criterios utilizados en la clasificacion de Trichinella son
bioldégicos y bioquimicos, como el indice de capacidad reproductiva (ICR), la
resistencia de la larva muscular a bajas temperaturas, la patogenicidad, la
antigenicidad, la virulencia en el hospedero, el tipo de hospedero que infectan, el
origen geografico del parasito, la distribucion intestinal de larvas adultas, la
produccion de LRN in vitro (Pozio y col., 1992), los ensayos de hibridacion cruzada y
los andlisis de polimorfismo con enzimas de restriccion del ADN (Garate y col.,
1991). A través de estos estudios, se ha demostrado que el género Trichinella es un
grupo de nematodos genéticamente heterogéneo, con extrema variacion en sus
caracteristicas bioldgicas, esto es interpretado como el reflejo de la diferenciacion a
nivel de especie, inclusive, se ha postulado que este proceso evolutivo se presenta a

nivel de subespecie, variedad o cepa (Pozio y col., 1992).
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La variabilidad biolégica entre aislados de Trichinella silvestre y doméstica
estd documentada en estudios taxondmicos realizados por Yao y colaboradores
(1997). Murrell y colaboradores (2000), refieren que existen cepas de T. spiralis muy
infectivas en ratas y cerdos domésticos, mientras que cepas obtenidas de animales
silvestres presentaron menor capacidad infectiva en hospederos domeésticos;
ademas, observaron diferencias en cepas obtenidas de zonas geograficas diferentes.
Los experimentos de infeccibn comparativa, realizados con cepas silvestres en
perros y cerdos domésticos de Africa, presentan resultados similares (Murrell y col.,
2000).

Dea-Ayuela y Bolas-Fernandez (1999) reportaron que existe una correlacién
entre el origen geografico y la variacion de los antigenos de superficie de T. spiralis y
T. nativa que puede influir en la infectividad. También se observaron diferencias
marcadas de infectividad entre T. spiralis y T5, relacionada con la variacion en las
secuencias de ADN que codifican para los antigenos de 46-49/43 6 53 kDa de

ambas especies.

Bolas-Fernandez (2003), determind la infectividad y la antigenicidad de cuatro
aislados de T. spiralis (de Inglaterra, 1939; Espafia, 1963; Hong Kong, 1981 y Nueva
Zelanda, 1968), uno de T. nativa (de Norte América, 1948) y uno de T. pseudospiralis
(de Polonia, 1972) en ratones. El proceso de infeccion se evalu6é en términos del
ICR, que considera el numero de hembras establecidas, la fecundidad, tiempo de
reproduccién y supervivencia de larvas musculares. En este estudio se observaron
diferencias consistentes entre los aislados T. spiralis de Espafia y Hong Kong que
presentan los valores mas altos en el ICR. En este orden le siguen los aislados de
Inglaterra y Nueva Zelanda, con valores intermedios entre éstos dos se encuentra T.
pseudospiralis. EI menor valor en el ICR fue para T. nativa.

El anadlisis de los componentes de superficie de las larvas de estos aislados,
marcados con '?°| y por extraccion con detergente Bromuro de Cetiltrimetilamonio

(CTAB), se realizé mediante Western-blot con anticuerpos policlonales derivados de
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sueros de animales infectados y/o anticuerpos monoclonales dirigidos contra T.
spiralis de Inglaterra, mostré diferencias cuantitativas y cualitativas entre los aislados
de T. spiralis de Nueva Zelanda, T. nativa de Norte América y T. pseudospiralis de
Polonia; Principalmente, por la ausencia de una banda de 64 kDa en T. nativay T.
spiralis. Otra diferencia importante es el reconocimiento de una banda de 34 kDa por
los anticuerpos monoclonales, presente solo en el aislado T. pseudospiralis de
Polonia y la deteccién de una banda prominente de 40 kDa en el aislado T. nativa de

Norte América (Bolas-Fernandez, 2003).

Esta variabilidad biolégica entre aislados de Trichinella y la infectividad en
hospederos de laboratorio, es una expresion de la variacion inmunogénica. Bolas-
Fernandez y Wakelin (1992), analizaron los antigenos de superficie de seis aislados
de T. spiralis (el orden indica el cédigo y ciudad de origen respectivamente: U. K.,
Londres; GM-1, Espana; Lasio, Espana; C-76, Espafia; Mad-83, Espafia; Sevilla,
Espafa), obtenidos de diferentes hospederos y diferentes afos. El aislado de U. K,
presentd tres bandas de proteinas antigénicas entre los 43-50 kDa, una banda
superior de 67 kDa y una menor de aproximadamente 62 kDa. Mientras que el resto
de los aislados solo presentaron las bandas de 43-50 kDa, y sélo Mad-83 presento la
banda de 67 kDa. El aislado C-76 mostré un patron antigénico diferente, con
dobletes en 50 y 43 kDa, y una banda adicional de 20 kDa. Estos resultados
muestran la existencia de variabilidad antigénica entre aislados de T. spiralis;
ademas, pueden presentar variabilidad considerable en su infectividad y en su

habilidad para establecerse en los hospederos (Bolas-Fernandez y Wakelin, 1992).

La identificacion y clasificacion de las especies de Trichinella spp, se ha
venido estableciendo con la aplicacion de las herramientas de la Biologia Molecular y
en particular, con la tecnologia de PCR, que permiten determinar las diferencias
entre especies del parasito mediante el analisis de las secuencias del genoma
(William y col., 2001).
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La caracterizacion de Trichinella y de manera especial de T. spiralis, ha sido
ampliamente realizada mediante el estudio de secuencias repetidas del genoma del
parasito (Zarlenga y col., 1991). Klassen y colaboradores (1986), determinaron que el
42+8% del ADN gendmico de T. spiralis, esta formado por secuencias repetidas,
definido por un analisis de restriccion sobre el ADN total del parasito con la
endonucleasa Eco R1. El perfil de restriccion mostré un fragmento prominente de 1.7
Kb, que fue clonado y secuenciado por de Vos y colaboradores (1988), y que ha sido
utilizado como marca